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摘 要 : 优化 并 全 合成 里 氏 木 霉 儿 丁 质 酶 基因 ， 在 毕 赤 酵母 中 实现 分 泌 表 达 。 产 物 几 丁 质 酶 的 蛋白 浓度 达 
0.17 mg/mL， 最 适 pH 为 5.6， 最 适 温度 为 65 C， 酶 活 为 0.52 U/mL。 该 酶 在 50 C 及 以 下 较 稳 定 。 利 用 该 
酶 水 解 低 脱 乙酰 度 过 聚 糖 并 对 产物 的 组 成 及 结构 进行 分 析 。 超 高 效 液 相 色 谱 - 四 极 杆 飞行 时 间 质 谱 

CUltra-performance liquid chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry, UPLC-QTOF MS) fS 
测 及 分 析 结 果 显示 , 酶 解 产物 中 包含 至 少 41 种 聚合 度 2-18, A Flo ZEA SS AERA AY s 核磁 共振 (Nuclear 
magnetic resonance, NMR) 检测 及 分 析 结 果 显 示 ， 产 物 壳 寡 糖 的 还 原 端 主要 为 Y- 乙 酰 氨基 葡萄 糖 ， 非 还 原 
山 则 同时 含有 -乙酰 氨基 葡萄 糖 及 氨基 葡萄 糖 。 相 关 结 果 可 为 壳 寡 糖 的 结构 与 功能 关系 研究 提供 参考 。 
关键 词 : 里 氏 木 毒 ， 几 丁 质 酶 ， 毕 亦 酵 母 ， 壳 寡 糖 ，UPLC-QTOF MS; NMR 
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Expression of Chitinase from Trichoderma reesei and Analysis the Composition and Structure of 
its Hydrolysates 
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Abstract: Chitinase encoding gene of Trichoderma reesei was optimized, synthesized and secretorily expressed in 
Pichia pastoris. The protein concentration of the expressed chitinase reached 0.17 mg/ml. The optimum pH and 
temperature of the chitinase was 5.6 and 65 ‘C, respectively, and enzymatic activity reached 0.52 U/ml. The 
chitinase was continuously thermostable at 50 °C. The low deacetylated chitosan was hydrolyzed by this enzyme 
and the composition and structure of these hydrolysates were analyzed. Ultra-performance liquid chromatography 
quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC-QTOF MS) results showed that these hydrolysates contained 
at least 41 different kinds of chitooligosaccharides with degree of polymerization of 2-18 and different degree of 
deacetylation. Nuclear magnetic resonance (NMR) results indicated that, the reducing end of these oligosaccharide 
fractions were mainly composed of N-Acetylglucosamine while both glucosamine and N-Acetylglucosamine were 
found in the non-reducing end. These results would provide a reference for study of the relationship between the 
structure and function of chitooligosaccharides. 

Key words: Trichoderma reesei; chitinase; Pichia pastoris; chitooligosaccharides; Ultra-performance liquid 
chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC-QTOF MS); Nuclear magnetic resonance 
(NMR) 
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壳 进 糖 是 由 氨基 葡萄 糖 〈Glucosamine，GlcN，D)、N 乙 酰 氨基 葡萄 糖 (N-Acetylglucosamine, 
GIcNAc, A) 或 者 二 者 的 组 合 通过 B-14 JU EE SEXE SER, WIR AE (degree of 
polymerization, DP) <200。 壳 袁 糖 通常 由 甲壳 素 或 者 其 脱 乙 酰 产物 壳 聚 糖 通过 物理 、 化 学 或 者 生物 
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等 方法 降解 获得 ， 已 被 证 实 具 有 抗 炎 、 抗 肿瘤 及 激活 植物 免疫 等 多 种 生物 活性 29。 机 制 研 究 提示 ， 
壳 寡 糖 通过 与 动 植物 的 特定 受 体 作用 发 挥 活性 。 目 前 ， 已 有 多 种 可 特异 性 识别 壳 寡 糖 的 受 体 被 发 现 ， 
如 动物 的 甘露 糖 受 体 中 、 几 丁 质 酶 样 结合 蛋白 YKL-39B&9 及 植物 的 几 丁 质 受 体 002] 等 。 这 些 受 体 的 共 
同 特征 是 都 通过 识别 壳 嘉 糖 中 的 A 糖 与 其 结合 ， 提 示 该 单 糖 在 其 生物 活性 发 挥 过 程 中 的 核心 作用 。 

传统 的 壳 寡 糖 规 模 制备 过 程 中 ， 常 采用 较 高 脱 乙 酰 度 C Degree of deacetylation, DDA)， 如 
DDA>85% 的 壳 聚 糖 作为 底 物 , 利用 具有 壳 聚 糖水 解 活性 的 非特 异性 商品 酶 , 如 纤维 素 酶 (1 蛋白酶 I 叫 
及 脂肪 酶 (5 等 对 其 水 解 ， 最 终 获得 壳 窒 糖 。 使 用 上 述 方法 制备 的 壳 寡 糖 中 残留 的 A 糖 已 经 较 少 ， 可 
响 其 与 特定 受 体 的 有 效 结合 ， 从 而 影响 其 活性 的 充分 发 挥 。 同 时 ， 非 特异 性 商品 酶 类 中 可 能 同时 
有 多 种 壳 聚 糖水 解 酶 类 ， 使 得 水 解 产物 的 结构 不 可 控 ， 难 以 用 于 壳 寡 糖 的 构 效 关系 研究 ， 阻 碍 了 新 
高 活性 壳 寡 糖 产 品 的 研发 。 因 此 , 有 必要 对 现 有 的 壳 寡 糖 规模 制备 工艺 进行 改进 ， 以 获得 结构 可 控 ， 
高 生物 活性 的 壳 寡 糖 。 

为 最 大 程度 保留 壳 窒 糖 中 的 关键 A 糖 活性 单元 ， 有 必要 使 用 低 脱 乙酰 度 的 壳 聚 糖 作为 底 物 。 此 
时 ， 由 于 底 物 中 同时 含有 DD 糖 及 A 糖 ， 壳 聚 糖 酶 及 几 丁 质 酶 均 可 对 其 有 效 水 解 。 利 用 这 些 酶 类 对 底 
物 水 解 位 点 识别 的 差异 ， 可 以 制备 获得 DP、DDA 甚至 乙酰 化 位 点 分 布 等 结构 特征 可 控 的 壳 寡 糖 。 目 
前 ， 针 对 壳 袁 糖 制 备 的 研究 主要 集中 在 壳 聚 糖 酶 的 表达 、 鉴 定 并 进一步 水 解 高 脱 乙 酰 度 壳 聚 糖 获 得 组 
分 较 少 的 壳 喜 糖 。 本 研究 选择 已 经 在 工业 及 食品 酶 制剂 规模 制备 中 较 广 泛 应 用 的 毕 庆 酵母 表达 系统 对 
来 源 于 里 氏 木 霉 的 几 丁 质 酶 进行 分 泌 表 达 , 使 用 该 酶 水 解 低 脱 乙 酰 度 壳 聚 糖 制 备 新 结构 壳 袁 糖 并 对 其 
组 成 及 结构 特征 进行 鉴定 。 
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1 材料 与 方法 
1.1 ”材料 与 试剂 
质粒 提取 试剂 盒 、 胶 回收 试剂 盒 、T4 连接 酶 、DNA Marker 及 E. coli DH5a 化 学 感受 态 细胞 购 自 
RHE (北京 》 生 物 技术 有 限 公 司 。 毕 赤 酵 母 表 达 载 体 pPIC9 购 自 优 宝生 物 ;，pGBG1 为 pPIC9 信和 号 
肽 核酸 序列 根据 毕 赤 酵母 密码 子 的 偏好 性 优化 后 的 载体 。 毕 赤 酵 母 GS115、Xho 1. Notl. Bglll& 
fg AL ZHI A Sl Thermo Fisher 公司 。 毕 赤 酵 母 培养 基 MD、BMGY 及 BMMY 的 配制 方法 及 毕 
赤 酵 母 电 转 化 感受 态 细胞 制备 方法 均 参 考 毕 赤 酵 母 表 达 手 册 CES Thermo Fisher 公司 )。 甲 壳 素 购 自 
Sigma-Aldrich 公司 。 和 蛋白 Marker 购 自 北 京 索 莱 宝 科技 有 限 公 司 。 其 他 试剂 均 为 分 析 纯 。 
1.2 ”仪器 与 设备 
L535R 型 低温 冷冻 离心 机 ， 湘 仪 离心 机 仪器 有 限 公 司 。RE-2000B 型 旋转 蓉 发 器 ， 巩 义 市 英 峪 高 
科 仪 器 厂 。LGJ-10FD 型 真空 冷冻 干燥 机 ， 北 京 松 源 华兴 科技 发 展 有 限 公 司 。DYY-6C 型 核酸 及 蛋白 
电泳 系统 ， 北 京 六 一 生物 科技 有 限 公 司 。Tanon-1600 型 凝 胶 成 像 系统 ， 上 海天 能 科技 有 限 公司 。 
MicroPulserTM 电 转 仪 ,美国 BIO-RAD 24] .ACQUITY UPLC BEH Amide 色谱 柱 (100 mm X 2.1 mm, 
1.7 um), Waters XEVO G2-S QTOF 质谱 仪 ， 配 有 Lock-spray 接口 ; Em3 ES T- Jj EST) €. Masslynx 
4.1 质谱 工作 站 软件 ， 美 国 Waters 公司 。AVANCE II 600MHz 核磁 共振 仪 ，Bruker 公司 。 
13 ”方法 
1.3.1 ”里 氏 木 老 几 丁 质 酶 基因 序列 优化 、 全 合成 及 表达 载体 构建 
使 用 毕 赤 酵母 偏好 的 密码 子 ， 对 里 氏 木 霉 QM6a09 的 潜在 几 丁 质 酶 (GenBank: XP_006968137.1, 
23-424) 基因 进行 优化 并 在 末端 添加 Xho I 及 Not | 酶 切 位 点 。 委 托 北 京 擎 科 新 业 生 物 技 术 有 限 公 司 
进行 全 合成 。 利用 Xho 1 Not. I 回收 pUC18 上 的 目的 基因 , 连接 至 相同 内 切 酶 水 解 的 载体 pGBGI 
中 ， 转 化 至 E. coli DH5a。 使 用 酶 切 及 测序 方法 对 构建 的 表达 载体 的 正确 性 进行 验证 。 
1.3.2 ”里 氏 木 霉 几 丁 质 酶 毕 赤 酵母 表达 及 鉴定 
使 用 Bg! 开 对 重组 质粒 进行 线性 化 并 将 含 目 的 基因 的 片段 电 转 至 毕 赤 酵母 GS115 中 。 使 用 MD ^E 
板 划 选 获得 重组 子 并 转 接 至 含有 胶体 几 丁 质 〈0.5%) 的 BMMY 平板 上 ， 往 选 出 水 解 圈 最 大 的 菌株 。 
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BMGY 培养 基 对 筛选 的 菌株 培养 并 使 用 甲醇 进行 诱导 表达 共计 120h。 使 用 SDS-PAGE 检测 诱导 表达 
上 清 中 的 蛋白 表达 情况 ，Bradford 法 测定 上 清 的 蛋白 浓度 。 以 前 期 制备 的 DDA 为 62% 壳 聚 糖 中 为 底 
物 ， 使 用 DNS 方法 测定 壳 聚 糖 的 酶 活 。 为 确定 最 适 反应 条 件 ， 在 pH 3.6-8.0 范围 内 (pH 3.6-5.6 时 使 
用 50 mmol/l 的 乙酸 钠 缓冲 液 , pH 6.0-8.0 时 使 用 50 mmol/l 磷酸 缓冲 液 ) 测 定 该 酶 的 最 适 pH 值 ,30 °C 
-90 范围 内 确定 最 佳 反 应 温度 。 在 40 C, 50 CR 60 'C 下 处 理 壳 聚 糖 酶 1 h， 每 隔 20 min 测 一 次 
残留 的 酶 活 ， 以 确定 该 酶 的 热 稳定 性 。 
1.3.3 ” 低 脱 乙酰 壳 守 糖 制备 及 组 分 分 析 
使 用 表达 的 几 丁 质 酶 水 解 DDA 为 62% 的 壳 聚 糖 制备 壳 窒 糖 ， 有 具体 方法 如 下 : 称 取 50 g 壳 聚 糖 ， 
加 至 1000 ml 水 中 ， 加 入 乙酸 溶解 并 调节 至 pH 6.0。 再 加 入 100 ml 酶 液 ，40 ‘C 下 搅拌 反应 48 h。 离 
心 去 除 不 溶 物 ， 使 用 旋转 莹 发 仪 将 上 清 浓 缩 至 约 300 ml 后 冻 干 。 称 取 10 mg ARRATE m, EH 
超 纯 水 配制 成 1 mg/ml 溶液 。UPLC 检测 条 件 为 : 使 用 Waters ACQUITY UPLC BEH Amide 色谱 柱 ， 
流动 相 为 0. 1% 甲 酸 水 ( A)- LUIS EO~ min: 15% A, 2~32 min: 15% 一 50% A，32 一 33 
min: 50%~80%A, 33~36 min: 80% A, 36—37 min: 80%~15% A, 37~44min: 15% A), PEIN 
35 'C， 流 速 为 0.3 ml/min， 进 样 量 为 1 nL。 质 谱 检 测 条 件 为 ESI 源 ， 正 离子 扫描 模式 ， 毛 细 
压 为 3 kV， 锥 孔 电 压 为 60V， 离子 源 温度 为 130 'C， 脱 溶剂 气温 度 为 500 ‘C， 锥 孔 气 流量 为 501/h， 
脱 溶剂 气流 量 为 800 /h, TIERE TE 7g 30—60 V， 离 子 能 量 为 3 V， 每 0.25 s 采集 1 次 图 谱 ， 质量 扫描 
范围 为 130 一 2000 m/z。 使 用 Masslynx 4.1 质谱 工作 站 软件 对 获取 的 液 质 结果 进行 分 析 ， 以 获得 潜在 
的 壳 寡 糖 质谱 信息 并 对 壳 寡 糖 的 组 成 进行 推测 。 
1.3.4 ” 低 脱 乙酰 壳 守 糖 结构 分 析 

使 用 液体 TH NMR 及 3C NMR 分 别 对 制备 的 壳 寡 糖 的 还 原 端 及 非 还 原 端 单 糖 组 成 进行 分 析 ， 具 
ATTEN: 称 取 25 mg lM SCE PRA FRE in, 加 入 0.50 ml D0, 待 其 充分 溶解 后 加 样 检测 。 以 3-( 三 
甲 基 甲 硅烷 基 ) 丙 酸 -d4 钠 盐 为 内 标 , 使 用 AVANCE III 600MHz 核磁 共振 仪 对 样品 进行 检测 , 其 中 ，!IH 
NMR 检测 时 对 水 峰 进行 抑制 以 减少 其 干扰 。 获 得 的 原始 数据 使 用 分 析 软 件 MestReNova 打开 后 ， 使 
用 内 标 校正 位 移 值 后 ， 参 考 Sasaki 等 (9 的 方法 对 特定 部 位 单 糖 进 行 标 记 ， 具 体 的 参考 位 移 值 包括 H 
NMR 中 的 还 原 端 D 糖 (5.19 ppm), Ain A HE (5.43 ppm) 以 及 PC NMR 中 5 位 碟 (C5) 的 非 还 
Mim D (79.0 ppm) KIEA Im A 糖 (78.5 ppm) 等 。 
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2 ”结果 与 讨论 

2.1 ” 几 丁 质 酶 基因 上 毕 赤 酵母 表达 及 鉴定 

IK: QM6a JLT Ji (GenBank: XP_006968137.1) 的 编码 基因 长 度 为 1 272 bp, 编码 蛋白 包 
含 424 个 氨基 酸 ， 在 蛋白 的 氨基 末端 包含 一 个 22 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 序列 。 将 密码 子 优化 后 的 基因 
命名 为 trchil8 (GenBank: MG595778 )。 使 用 酶 切 方法 对 构建 好 的 表达 载体 进行 验证 ， 电 泳 结果 显示 ， 
经 Xho | & Not | 双 酶 切 后 ， 在 1000-1500 bp 之 间 出 现 了 一 个 条 带 〈E1)， 与 目的 基因 (1 242 bp) 
大 小 相符 ;使 用 Bg1 工 对 质粒 线性 化 后 出 现 了 预期 的 两 个 片段 (E2)， 其 中 ，10 kb 附近 为 含有 目的 基 
因 的 片段 ，3 kb 附近 为 含有 抗 性 基因 的 片段 〈 图 1a)。 双 末端 测序 结果 也 确认 目的 基因 被 正确 构建 至 
表达 载体 中 。 使 用 SDS-PAGE 方法 确定 目标 蛋白 〈 记 为 TrchilSO. 的 表达 情况 ， 结 果 显 示 ， 在 48 kD 
附近 间 出 现 了 一 个 较 明显 的 蛋白 条 带 (P1)， 稍 大 于 该 蛋白 的 预测 值 (44.7 kD) (图 lb)。Bradford 法 
测定 发 酵 上 清 中 的 粗 蛋 白质 浓度 为 0.17 mg/mL。 使 用 DNS 法 对 表达 的 几 丁 质 粗 酶 性 质 进行 了 鉴定 。 
结果 显示 ， 该 酶 的 最 适 pH 为 5.6， 最 适 反 应 温度 为 65 ‘C， 在 上 述 最 适 反 应 条 件 下 的 比 酶 活 为 0.52 
U/mL。 该 酶 在 50 CRU FIN BE, AREE 1 h 后 酶 活 没 有 明显 较 低 ， 当 温度 升 高 至 60 CH. iB 
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构 鉴 定 发 现 ， 起 水 解 作 月 
在 至 少 18 个 潜在 的 几 丁 质 酶 基 
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日 于 纤维 素 酶 、 木 聚 糖 酶 、 
前 期 研究 中 发 现 , 里 氏 木 霉 来 源 的 商品 纤维 
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pB- 简 聚 糖 酶 及 酯 酶 等 工业 用 酶 制剂 的 发 酵 制备 。 我 们 在 


日 的 可 能 主要 为 几 ] 


素 酶 具有 一 定 的 充 聚 糖水 解 活性 ， 通 过 对 其 水 解 产物 的 结 
MEON, Seid 等 9 通过 检索 发 现 ， 里 氏 木 霉 基 因 组 中 存 
因 ， 说 明 几 了 丁 质 酶 在 里 氏 木 毒 中 大 量 存在 。 本 研究 对 来 源 于 里 氏 木 霉 


QM6a 中 的 一 个 潜在 几 丁 质 酶 基因 进行 表达 ， 
TERRE PC-3-7 中 与 本 研究 同 源 性 最 高 的 几 丁 质 酶 进行 了 克隆 、 原 核 表 达 及 鉴定 ， 绪 果 显 示 ， 
该 几 丁 质 酶 在 原始 菌株 中 分 离 时 为 约 46 kD， 而 预测 的 蛋白 质 大 小 约 42 kD， 提 示 可 能 发 生 了 糖 基 化 
修饰 。 本 研究 获得 的 几 丁 质 酶 Trchil8 也 稍 大 于 预测 值 ， 推 测 其 在 表达 过 程 中 也 发 生 了 糖 基 化 。 


n 


用 于 壳 进 糖 的 制备 。 在 另 一 项 研究 中 ，Ike 等 Po 已 对 来 
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图 1 JL REA trchil 重组 质粒 酶 切 产物 (a) 及 其 蛋白 表达 产物 (b) 电 泳 图 谱 


Fig.1 Electrophoresis map of chitinase gene trchil8 recombinant plasmid restriction enzyme hydrolysates (a) and protein 


expression products (b) 


(a) M1: DNA Marker; E1: plasmid trchil8-pGBGl digested with Xho I and Not I ; E2: plasmid trchi]8-pGBG1 digested with Bgl II; (b) 


2:2. 


流 图 结 
质谱 信息 ， 


使 用 UPLC-QTOF MS 5L T Jit 


P1: Expressed protein Trchil8; M2: Protein marker. 


JLT JE Trchil8 水 解 产 物 组 成 分 析 


Trchil8 水 解 低 脱 乙酰 度 壳 聚 糖 的 产物 进行 检测 及 分 析 。 离 子 
果 显 示 ， 水 解 产 物 已 被 一 定 程度 分 离 〈 图 2a)。 选 取 其 中 的 16 个 典型 峰 (A-P)， 利 用 对 应 的 
在 这 些 峰 中 共计 找到 41 个 较 明 显 的 壳 寡 糖 组 分 〈 图 2b)。 根 据 一 级 质谱 信息 ， 对 这 些 不 


同 质 荷 比 (m/z) 壳 守 糖 组 分 的 组 成 进行 分 析 ， 推 测 它们 为 聚合 度 2-18， 不 同 脱 乙酰 度 的 壳 寡 糖 〈 表 


1)。 将 液 相 的 总 离子 流 
使 用 的 色谱 柱 基 本 


i, 


时 ， 


酶 水 解 活 | 


不 同 


来 源 于 粘 


的 分 布 随 着 DDA 的 改变 


A tia ERA 
VEER TCE BA Hl ILE 
生 的 非特 异性 酶 
丁 质 酶 或 者 含有 几 丁 质 酶 


图 谱 与 质谱 信息 对 照 时 发 现 ， 壳 寒 糖 根据 其 中 含有 的 D 糖 的 数量 由 少 至 多 出 
能 将 不 同 D. 糖 数量 的 壳 寡 糖 组 分 分 离 。 当 相同 D 糖 数量 下 出 现 不 同 数量 的 A 
糖 时 ， 当 D 糖 数量 为 3 及 以 下 时 ， 可 以 将 不 同 A 粳 含 量 壳 寡 糖 组 分 分 离 ， 当 D 糖 合 量 为 4 糖 及 以 上 
分 难以 分 开 。 


出 


中 选用 的 底 物 通常 为 DDA>85% 的 过 聚 糖 ， 只 有 充 聚 糖 酶 ， 或 者 含有 充 聚 糖 


才能 对 其 充分 水 解 。 


活性 的 非特 异性 酶 也 可 以 对 其 水 解 , 用 于 壳 窒 糖 的 制备 。Sorbotten 等 20 利 用 
质 沙 雷 菌 (Serratia marcescens) 的 几 丁 质 酶 水 解 不 同 DDA 的 壳 聚 糖 ， 结 果 显 示 ， 产 物 DP 


AST 


分 布 更 加 广泛 (2-20), n] 


FEAR 


用 几 丁 质 酶 水 解 


当 DDA 降低 时 ， 壳 聚 糖 中 的 A 糖 更 多 保留 ， 此 时 ， 几 


[发 生变 化 。 上 述 结果 提示 ， 通 过 DDA 的 控制 ， 可 以 实现 产物 DP 的 调控 。 


低 DDA ERIE, 5 


ETC RHE BORE DP<10 的 壳 寡 糖 相 比 ， 产 物 的 DP 


能 具有 更 高 的 生物 活性 。 
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图 2 Trchil8 酶 解 产物 总 离子 流 图 (a) 及 质谱 图 (b) 
Figure3 TIC and mass spectrogram of Trchi18 hydrolysis products 
表 1 Trehil8 酶 解 产物 组 分 鉴定 
Table 1 Components identification of Trchi18 hydrolysis products 
Numbers Retention time (min) Determined m/z Theoretical m/z Predicted components 
Al 2.55 447.7 447.2 [A2*Na]* 
Bi 7.29 586.6 586.2 [D1A2-H]* 
Ci 9.17 789.8 789.3 [D1A3+H]* 
Di 10.99 993.0 992.4 [D1A4-H]* 
Ei 12.77 747.8 747.3 [D2A2+H]* 
Fi 14.39 951.0 950.4 [D2A3+H]* 
Gi 15.62 577.6 577.2 [D2A442H]* 
Hi 18.65 556.6 556.2 [D3A342H]* 
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I 19.45 658.2 657.8 [D3A442H]* 
Jı 20.27 759.8 759.3 [D3A542H]* 
Ki 22.26 637.2 636.8 [D4A342H]* 
Ka 22.26 738.8 738.3 [D4A442H]* 
K; 22.26 840.4 839.8 [D4A542H]* 
Li 24.92 717.8 717.3 [D5A342H]* 
L2 24.92 819.4 818.8 [D5A442H]* 
L; 24.92 921.0 920.4 [D5A542H]* 
L4 24.92 1022.6 1021.9 [D5A642H]* 
Mi 27.09 798.3 797.8 [D6A342H]* 
M2 27.09 900.0 899.4 [D6A442H]* 
M3 27.09 1 001.6 1 000.9 [D6A542H]* 
Ma 27.09 1 103.2 1102.4 [D6A642H]* 
Ni 29.90 878.9 878.4 [D7A342H]* 
N2 29.90 980.5 979.9 [D7A442H]* 
Ns 29.90 1082.2 1081.4 [D7A542H]* 
Na 29.90 1 183.8 1 183.0 [D7A642H]* 
Ns 29.90 1285.3 1284.5 [D7A742H]* 
Oi 31.55 959.5 958.9 [D8A342H]* 
Or 31.55 1 061.1 1 060.4 [D8A442H]* 
O3 31.55 1 162.7 1 162.0 [D8A542H]* 
O4 31.55 1264.4 1263.5 [D8A6+2H}** 
Os 31.55 1 366.0 1365.1 [D8A7+2H}** 
Pi 32.79 761.5 761.0 [D9A443H]* 
P2 32.79 829.2 828.7 [D9A543H]* 
P5 32.79 896.9 896.4 [D9A643H]* 
P4 32.79 964.7 964.1 [D9A743H]P* 
Ps 32.79 1032.4 1031.8 [D9A843H]* 
Po 32.79 814.8 814.7 [D10A443H]* 
P; 32.79 882.9 882.4 [D10A5-3HP* 
Ps 32.79 950.7 950.1 [D10A6-3HP* 
Po 32.79 1018.4 1017.7 [D10A743H]* 
Pio 32.79 1086.1 1085.4 [D10A843H]* 


Notes: A represents N-Acetyl glucosamine, D represents glucosamine, the subsequent numbers represent the number of 
monosaccharide in these predicted components. 
23 JUS RS Trchil 8 水 解 产物 结构 分 析 
为 获得 Trchil18 对 壳 聚 糖 底 物 的 位 点 识别 特性 及 产物 的 结构 特征 , 进一步 使 用 IH NMR 及 BC NMR 
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对 水 解 产物 壳 寡 糖 的 末端 结构 特征 进行 了 分 析 。 结 果 显 示 ， 水 解 产 物 的 还 原 末端 3 
3a)， 而 非 还 原 末端 则 同时 含有 D 糖 及 A 糖 (图 3b)。 上 述 结果 说 明 该 酶 可 同时 水 


键 。Seidl SUE HI HHT E PCAN Se bal PR QM6a 中 的 18 个 潜在 几 丁 质 酶 的 序列 进行 分 析 时 发 现 ， 所 有 几 
丁 质 酶 均 属 于 糖 音 水 解 酶 18 家 族 。 该 家 族 几 丁 质 酶 的 一 个 典型 特征 便 是 在 水 解 位 点 的 -1 位 必须 为 A 


要 由 A 糖 构 成 (图 
解 A-A 及 A-D 糖苷 


单元 ， 因 此 ， 水 解 产物 的 还 原 端 理论 上 均 应 该 为 A 糖 。 本 研究 的 NMR 结果 也 进 
丁 质 酶 属于 18 家 族 糖苷 水 解 酶 。 
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(b) 
图 3 Trchil8 酶 解 产物 'H NMR (a) 及 UC NMR (b)2HPT 


Figure3 1H NMR and "C NMR spectra of Trchil8 hydrolysis products 


3 结论 


步 证 实 了 表达 的 几 


综 上 , 本 研究 在 毕 亦 酵母 中 分 泌 表 达 来 源 于 里 氏 木 霉 的 几 丁 质 酶 基因 , 使 
对 低 脱 乙 酰 度 壳 聚 糖 进行 水 解 并 对 产物 中 的 壳 寡 糖 组 成 及 结构 特征 进行 分 析 。 
eS MEAT EG, 以 里 氏 木 霉 几 丁 质 酶 水 解 低 脱 乙酰 度 壳 聚 糖 制备 的 壳 寡 糖 组 分 多 
可 能 具有 更 高 的 生物 活性 ， 具 有 更 广阔 的 应 用 前 景 。 
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